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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
真核細胞のDNAは 核内でクロマチンと呼ばれる蛋白質 との複合体を形成 しているが、
グロマチンは間期核内で脱凝縮するユウクロマチンと高度 に凝縮 した状態を維持す るヘ
テロクロマチンの2つのタイ プに分類することが 出来る。転写され る遺伝子 のほとん ど
がユウクロマチン領域に含まれるのに対 しヘテ ロク ロマチンは多 くの場合反復DNAに
より構成 されてお り、 ドメイ ン全体で転写が抑制された状態にある。またヘテ ロクロマ
チン領域 の複製は一般にS期 の後期におこり、多糸染色体 の場合では複製回数が抑制 さ
れる例 も知 られている。この ようなヘテ ロクロマチンの機能上の特徴は、高度な凝縮状
態にあるとい う構造的な特徴 と不可分の関係にあるものと考えられる。従って、逆にク
ロマチンの高次構造の形成に関与する機能分子を同定することにより、クロマチン ドメ
インレベルでの転写 ・複製の制御機構の解明が進むものと期待され る。
著者の所属する研究室ではニ ワ トリの性染色体が形成す るWヘ テロクロマチンを対象
に、その分子構築 に関する研究が進められてきた。W染 色体DNAの 約65%はX血oI、及
びEooRIファ ミリー と呼ばれる2種類の反復DNA配 列で構成 されてお り、これ らがヌク
レオソームを基本単位 とするWヘ テ ロクロマチンを形成する。これ らの反復DNAは 溶
液状態で湾曲構造を とること、内 部のCpG配列が高頻度にメチル化 されてい ることな
どの特徴をもっている。また、これ らの反復配列に特異的 に結合する蛋 白質 としてこれ
までにヌクレオ リン、DNAト ポイソメラーゼ1、IIが同定 された。 これ ら一群の蛋 白質
とXhoI、石coRIファミリーDNAの 形成するクロマチンファイバー との相互作用 により
Wヘ テ ロクロマチ ンの高次構造が形成 ・維持されるもの と予想されている(須賀 ら、細
胞工学14;871-877(1995))。
本研究では、Wヘ テロクロマチンの分子構築の解析をさらに進めるために、シ ョウジョ
ウバエやマウスでヘテロクロマチンの構築に関与することが知 られているクロモボック
ス蛋 白質の関与について解析を行った。
クロモボ ックス(あるいはクロモ ドメイン)と呼ばれる約60アミノ酸か らなるモチー フ
はシ ョウジ ョウバエのHeterochromatinProtein1(HP1)と、同 じくショウジ ョウバエの
Polycombprotein(Pc)に共通 した ドメインとして最初に同定された。HP1は 多糸染色体
のβヘテ ロクロマチン上に局在し、後 に転写レベルの斑入 り位 置効果(positioneffect
variegation,PEV)に関与する遺伝子3uぐvar)205にコー ドされ る蛋白質であ ることが明
らかにされた。Pcはホメオ ティック遺伝子の発現抑制に関与する蛋 白質で、標的遺伝
子領域のクロマチンに結合す ることによってクロマチン高次構造を形成 して抑制効果 を
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及ぼす もの と推定されている。
HP1、あるいはPcに一次構 造が類似 した蛋 白質がシ ョウジ ョウバエ以外の真核生物
でも単離 されてお り、クロモ ボックス蛋 白質ファミリーの中でそれぞれサブファミリー
を形成 している(Table1)。
本研究ではニワ トリのクロモボ ックス蛋白質のcDNAク ローニングを行い、それ らを
培養細胞で蛋 白質 として発現 させ細胞内の局在部位を解析すること、特にWヘ テロク ロ
マチンへ の局在性 を、間接蛍光抗体法 と蛍光 加8加 ハイブ リダイゼーション(FISH)を
併用 し解析することを最初の 目的 とした。次に、クロモボ ックス蛋白質の欠失変異体 を
作製 し同様に細胞内で発現させ、ヘテ ロクロマチンへの局在に関与する機能領域を同定
すること、さらに変異体の発 現によるWヘ テ ロクロマチンの凝縮状態の変化を解析 し、
Wヘ テ ロクロマチンの分子構築への関与を明 らかにすることを目的 とした。
TablelHPIandPcclasschromoboxproteins
mouse human chicken others
HPIclass
M31
M32
HPIHsβCHCB1(thisstudy)
CHCB2(thisstudy)
HPIHsa
Pcclass
M33 CHCB3(thisstudy)XPc(Xenopuslaevis)
第2章 ニワ トリクロモボ ックス蛋白質のcDNAク ローニングと発現組織 の解析
HP1クラスのマウスクロモボ ックス蛋白質M31のクロモボックス部分 の一部に相当す
るcDNA配列(ヌクレオチ ド部位:61-171)をプローブに用いニワ トリの肝臓由来のcDNA
ライブラリー(著者の所属する研究室の斎藤靖史博士作製)30万クローンをスクリーニ ン
グ し、pCHCB1を得てdideoxy法による塩基配列の解析を行った(Fig.1、著者の所属す る
研究室の日出間 志寿がクローニングと塩基配列決定の大部分を行い著者は塩基配列決定
の一部を担当した)。
次にpCHCB1のcDNAインサー トの一部(ヌクレオチ ド部位:103-1,139)をプ ローブに
用い、ニワ トリ肝臓及び卵巣由来のcDNAライブラリー(著者の所属する研究室の國田
竜太博士作製)各30万クローンを約30%の塩基対 ミスマ ッチを許容する条件下でスク リー
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ニ ン グ し、pCHCB1と は異 な るcDNAク ロー ンを5ク ロ ー ン得 た。2ク ロー ン は 約3kb
の、3ク ロー ン は 約1.2kbのcDNAインサ ー トを有 して い た 。cDNAイ ン サ ー トの塩 基
配 列 を決 定 した ところ5ク ロー ン とも 同 じ翻 訳 可 能 領 域(openreadingframe、ORF)を
持 ち 、1.2kbのク ロー ン で は3kbのcDNAイ ンサ ー トの3冒非翻 訳 領域 中のpoly(A)付加 シ
グナ ル(ヌ ク レオ チ ド部 位1,iOO4,105)よりpoly(A)鎖が 付 加 して い た。 最 も長 いイ ンサ ー
トを持 つ ク ロー ンをp(HCB2と した 。pCHCB2のcDNAイ ンサ ー トは3,151bpで522bp
のoRFを 有 して い た(Fig.2A)。推 定 ア ミノ 酸 配 列(cHcB2)は174アミノ 酸 残 基 か ら・な
り、 計 算 され る分 子 量 は19,776であ った 。 既 知 のク ロモ ボ ック ス蛋 白質 と一 次構i造を 比
較 した とこ ろ、 マ ウ ス のM32と95%とい う高 い 同 一性 を示 し、CHCB2はM32の ホ モ ロ
グ で あ る と考 え られ た 。 ノ ー ザ ンプ ロ ッ ト解 析 か らmRNAサ イ ズ は 約35kbと1.4kbであ
り、 調 べ た す べ て の組 織 にお い て 発 現 して い る こ とが 示 され た(Fig.3A)。
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Fig.1.Nucleotideanddeducedaminoacidsequencesoftheinsertof
pCHCB1.Chromobox(boxed),chromoshadowdomain(wavyunderlined)and
terminationcodon(asterisk)areindicated.
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Pρクラスのクロモボ ックス蛋白質 のcDNAを得るため にニワ トリ卵巣cDNAライブ
ラリー(著者の所属する研究室の國田竜太博士作製)30万クローンをスク リーニングした。
プ ローブ はマ ウスM33のクロモボックスを含 む領域で、マ ウスFM3A細胞 由来 のtotai
RNAを用いたRT-PCR(逆転写反応生成物に対す るPCR)により得た。2個の陽性 クロー
ンの うちcDNAイ ンサー トのより環 いものをpCHCB3とした。cDNAイ ンサー トの全
長は2,118bpで1;569bpのORFを有していた(Fig.2B)。推定ア ミノ酸 配列(CHCB3)は523
ア ミノ酸残基か らな り、計算 される分子量は58,181であった。既知のク ロモボックス蛋
白質 と一次構造を比較 した ところPcクラスのクロモ'ボックス蛋白質 とクロモ ボックス
部分及びc末端部分で高い同一性を示 し(Fig.4)、cHcB3がPcクラスのクロモボ ック
ス蛋白質であることが示された 。また、その機能的な意義は不明であるが13アミノ酸残
基か らなる繰返 し配列が存在 した。ノーザ ンプロッ ト解析からmRNAサイズは約2.5kb
であ り、調べたすべての組織 において発現 していることが示 された(Fig.3B)。
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Fig.3.Northernblotanalysisofpoly(A)+RNAsfromvariouschickentissues
andculturedcellsprobedwith32P-labeledcDNAinsertofpCHCB2(A)or
pCHCB3(B).RNAsampleswereobtainedfromadrenalgland(lane1),brain(lane2),
heart(lane3),kidney(lane4),liver(lane5),lung(lane6),spleen(lane7)andovary
(lane8)ofa60-dayfemalechicken,testis(lane9)ofa60-daymalechicken,CEFs(lane
10)andMSB-1cells(lane11).
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Fig.4.Comparisonofhighlyconservedregionsamongdeducedaminoacid
sequencesofPc-typechromoboxproteins.
(A)chromoboxregionsofPc-typeproteins;CHCB3(chicken),M33(mouse),XPc
(Xenopus),andPc(Drosophila).(B)C-terminalregionsofPc-typeproteins.Identical
residuesareshownwithwhitelettersonblackbackground.Relativelevelsofsequence
identityareshowninparentheses.
Fig.S.NuclearlocalizationpatternsofGFP-fusedCHCB1,一2,一3produced
inCEFs.CEFstransientlyproducingGFP-CHCB1(A,B),GFP-CHCB2(C,D)or
GFP-CHCB3(E,F)wereobservedforGFP-fluorescence(A,CandE)orDAPIstaining
ofDNA(B,DandF).(G)MergedimagesofEandF.(H)Cytoplasmicdistributionof
GFPproducedinaCEF.DNAwascounterstainedwithDAPI.Scalebar,10ｵm.
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第3章 ニ ワ トリク ロモ ボ ックス蛋 白質CHCB1、 一2、一3の細 胞 内局 在 部 位 の解 析
(1)GFP融合CHCB1,一2,一3の細胞内局在部位の解析
クロモボ ックス蛋 白質の機能を明 らかにする上でその細胞内の局在部位を知ることが
重 要 で あ る。 そ こで、オ ワンク ラゲ(Aeqロoreav妨orゴa)由来の 蛍光 蛋 白質:green
fluorescenceprotein(GFP)との融合蛋白質 としてニ ワ トリクロモボシクス蛋 白質を培 養
細胞で発現 させ、その蛍光により細胞内の局在部位を解析 した。
pCHCB1、・2、一3のORF部分をGFP融合蛋 白質発現ベ クターpS65T-C1(Clonetech)に
サブ ク ローニ ング後 、雌ニ ワ トリ10日胚 か ら調製 した線維 芽細胞(chickenembryonic
fibroblasts,CEFs)にリポフェクション法により導入 し、発現 させた。GFPの蛍光はFITC
用フィルターセ ットにより蛍光顕微鏡観察 した。GFP単独では細胞質に蛍光が観察 され、
核へ の蓄積 は観察 されなかった(Fig,5H)。CHC:B1との融 合蛋白質 は核に蓄積 した。発
現細胞 の約半数では核小体を除 く核全体に均一に分布 したが残 りの約半数の核では高度
に集積 していると考えられる強い蛍光強度のスポッ トが観察 された(Fig.5A)。これ ら(b
スポ ッ トはDNAをDAPIで染色 した場合のスポ ッ トと局在が一致 した。 この結果は
CHCB1融合蛋 白質がヘテ ロク ロマチ ンに集積することを示唆 した。CHCB2と の融合
蛋 白質 も核に局在 したが、'スポ ット形成の頻度やシグナルの強さは ㎝CB1の 場合ほど
高いものではなかった(Fig.5C)。CHCB3との融合蛋白質は核内に強 いスポ ッ トのみを
形成 したが これ らのスポッ トはDAPIのスポッ トの位置 とは一致 しなかった(Fig.5E,G)。
(2)CHCB1のWヘテ ロクロマチンへの局在性の解析
以上の結果か ら、特 にCHCB1がヘテロクロマチン形成に蘭与 しているこ とが示唆 さ
れた。そ こで次にCHCB1のWヘ テロクロマチンへの局在性を調べた。インフルエンザ
ウィルス のhemagglutinin蛋白質の部分 ア ミノ酸 配列(H:A)をコー ドす るDNA配列 を
CHCB1の終 止 コ ドンの直前 に導入 し、pCDNA3(Invitrogen)にサブク ローニ ング後
CEFsで発現 させた。抗H:A抗体を用いた間i接蛍光抗体法により発現蛋 白質を検出 し、 同
時にXhoI及び石coRIファミリーDNAを ミックスプローブとしたFISHによりWヘ テ ロ
クロマチ ンを検出 した。観察には共焦点レ「ザー顕微鏡(MRC1024、BioRad)を用いた。
GFP融合蛋 白質の場合 と同様cHcB1は核内にスポッ トを形成 したが(Fig.6A)その うち
の比較的強いシグナルがwヘ テロクロマチンの位置 と一致 し(Fig.6B,c)、cHcB1がw
ヘテ ロクロマチンにも高度に集積 していることが示 された。
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Fig.6.ColocalizationofHA-taggedCHCBIwithW-heterochromatin.
(A)HA-taggedCHCBltransientlyproducedinaCEFwasdetectedwithanti-HA
monoclonalantibody.(B)W-heterochromatininthesamenucleusasin(A)was
detectedbyFISHwithDIG-1abelledXholand石coRIfamilyDNAprobes.(()Merged
imagesofAandB.(D)PI-counterstainingofDNA.W-heterochromatinisindicatedbyan
arrow.Scalebar,10ｵm.
Fig.7.ColocalizationofGFP-fusedorHA-taggedCHCB1,stablyproduced
inchickenMSB-1cells,withheterochromatin.
GFP-CHCB1(A,B)orCHCB1-HA(C,D),stablyproducedinMSB-1cells,weredetected
byGFP-fluorescence(A),orindirectimmunofluorescenceagainstHA-tag(C).BandD
showcounterstainingwithDAPI.Scalebar,10ｵm.
(3)安定形質導入MS倉一1細胞株 によるCHCB1の細胞内局在部位の解析
ニワ トリMSB-1細胞に先述したGFPあるいはHA-tagを付加 したCHCB1の発現ベクター
をエ レク トロポ レーシ ョン法 で導入後 、ベ クター中に含 まれ る薬剤耐性 マーカー(
Neomycin耐性遺伝子)を利用 し、G418による選択 を行い目的蛋 白質 を安定 に発現 して
いる形質導入細胞株を得た。発現 させた蛋白質の細胞内局在部位を確認 した ところ、 い
ずれ も核 内に集積 しスポ ッ トを形成 した。 これ らのスポ ッ トはDAPIの対比 染色
(counterstaining)で得 られるスポッ トと分布が一致 し(Fig.7.),安定形質 導入株 におい
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てもCHCB1がヘテロクロマチンに集積することが示唆された。
(4)抗血清 によるCHCB1、一2の細胞内局在部位の解析
次 にCHCB1、 一2に対 す る抗 血 清 を作 製 し、、内 在 性 のCH:CB1、2の細 胞 内 局 在 部 位 を
解 析 した 。 部 分 ア ミノ酸 配 列(CHCB1;62-110、CHCB2;103-174)に(H:is)6-tagを付 加 し
た ポ リペ プ チ ドを 大 腸 菌 で 発 現 させ 、Ni2+一NrAresin(QIAGEN)及び 逆 相HPLC
(SuperpacPep-S,Pharmacia)によ り精 製後 、 マ ウス に対 して免 疫 を 行 い抗 血 清 を得 た 。
ニ ワ トリMSB-1細胞 か ら細 胞 質 と核 を分 画 し、 さ らに得 られ た核 を マ イ ク ロ コ ッカ ル ヌ
ク レア ー ゼ(MNase)処理 し遠 心 分 離 に よ り上 清(S1画分)と 沈 殿 に分 画 した。 こ の沈殿 を
さ ら に2mMEDTAで 処 理 し遠 心 分 離 に よ り上 清(S2画分)と 沈 殿(P画分)に 分 画 した 。 分
画 した 蛋 白質 をSDS-PAGEによ り分 離 し、 さ ら にelectro-blottingによ りPVD:F膜に転 写
した後 、 抗血 清 に よ りCHCB1、一2を検 出 した 。 抗CHCB1血 清 で は 分 子質 量 約25kDa、
抗CHCB2血 清 で は 約22及び23kDaの位 置 にバ ン ドが 検 出 され た(Fig.8)。いず れ も核 に
局 在 し、 ク ロマ チ ン結 合 蛋 白質 が濃 縮 され るS2画分 にそ の大 部 分 が含 まれ た。
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Fig.8.WesternblotanalysisofCHCBIandCHCB2innucleiandsubnuclear
fractionsofMSB-1cells.Cytoplasmicfraction(C),nuclei(N)orsubnuclearfractions
(S1,S2andP)fromlx106cellsweresubjectedtoSDS-12%polyacrylamidegel
electrophoresisfollowedbyWesternblottingwithanti-CHCB1(A)oranti-CHCB2(B)
serum.
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第4章CHCB1の ヘテロクセマチン局在化に関与する機能領域の解析
CHCB1のヘテ ロク ロマチンへの局在にどのような ドメインが関与 しているかを解 析
するために欠失変異体 を作製 し、核内での局在状態の変化を調べ た。Fig.9に示 した よ
うにCH:CB1をN末端、クロモボ ックス、 クロモシャ ドウ領域、及びクロモボ ックス と
クロモシャ ドウ領域 に挟まれ た内部領域の4つの ドメインに分け、それぞれ の領域の一
部または全体を欠失 させた発現ベクターを作製 した。核移 行シグナルの欠失による細胞
内分布の変化を避けるためにすべての欠失変異体 にはSV40のT抗原由来の核移行 シグナ
ルを付加 した。また、間接蛍光抗体法による検出のためにHA-tagも付加 した。
それぞれ200個以上の発現細胞を観察 し、間接蛍光抗体法で得 られた発現蛋 白質が集
積する領域 と、DAPIによるDNA染 色で強 く染色され る領域 とが一致 した場合 にヘテ
ロクロマチンに局在 しているものとしてカウン トした。
N末端領域 、またはク ロモボ ックスを欠失 した場合、欠失変異体は核内に均一に分布
し、ヘテ ロクロマチ ンへの局在がほとんど観察されなかった。この結果 はこれ ら2つの
領域がCH:CB1のヘテ ロクロマチン局在化に必須の領域 であることを示唆 した。またク
ロモシャ ドウ ドメ'インの欠失変異体でもヘテロクロマチンへの局在が低下 し、 この領域
もCHCB1の核内分布 に何 らかの役割 を果た しているもの と思われた.内 部領域の欠失
は局在化に影響を及ぼさなかった。
第5章CHCB1欠 失変異体発現 によるWヘ テロクロマチンの凝縮状態の変化
細胞内局在部位の解析か らCHCB1がWヘテロクロマチンを含 めヘテ ロク ロマチンの
分子構築に何 らかの機能を果た してい ることが示唆された。従 って第4章の実験で作製
した変異体を細胞 内で過剰発現させた場合、細胞内 に本来存在する正常なCHCB1の機
能が阻害 され、結果 としてヘテロクロマチンの高次構造が変化することが予想 された。
本研究ではそのよ うな高次構造 の変化をFISH法により直接観察 し検討 した。FISHのプ
ローブにはWヘ テ ロクロマチンに特異的なX加1、EcoRIファ ミリーDNAを ミックスプ
ローブとして用い、Wヘ テ ロクロマチンのほぼ全領域を観察できるよ うにした。
Fig.10に実際の観察の例を示 した。間接蛍光抗体法により変異体を発現 している細胞
を同定 し、同時に行ったFISHによりその時 のWヘ テ ロクロマチンの形態を観察 した。
完全長 のCHCB1を 発現 させた場合Wヘ テ ロク ロマチ ンは凝縮 した形態を保ち(Fig.
10B)、そ の形状 や分布 はDAPIで強 く染色 され るスポ ッ ト(Fig,10C)と発 現 させた
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Colocalizationon
heterochromatins(%)
CB1121 80 117 176185
N chromo shadowCNLSHA 45
CB103-20一 2
CBla21-79一 2
CBIX21-40-一 コ 1
CB1060-79皿一 0
CBIX80-116[一 49
CBIX117-136'一一 工 13
CB10156-175一 4
CB1021-40/117-136-一 コ 1
Fig.9.Colocalizationofwildanddeleted-formsofHA-taggedand
NLS-incorporatedCHCB1(CBl)onheterochromatins.Morethan200nucleiof
CEFstransientlyproducingwildordeletedformsofHA-taggedandNLS-incorporated
CHCB1(CB1)wereobservedandlocalizationoftheexpressedproteinson
heterochromatinswasexaminedbyindirectimmunofluorescenceandDAPI
counterstainingofDNA.Resultsoftwoindependenttransfectionexperimentswere
averaged.Deletedregionsareindicatedbyshadedboxes.
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Fig.10.Condensation/decondensationstatesofW-heterochromatininthe
nucleiofCEFstransientlyproducingHA-taggedandNLS-incorporated
CHCB1(CB1)oritsdeleted-forms.CellstransientlyproducingCB1(AtoC),CBl
lackingaN-terminal.reg on(DtoF),CBIlackingapartofchromobox(GtoI),orCBl
lackingtheregionbetweenchromoboxandchromoshadowdomain(JtoL)were
subjectedtoindirectimmunofluorescenceandFISH.A,D,G,J;CBIoritsdeletedforms
detectedbyindirectimmunofluorescence.B,E,H,K;W-heterochromatindetectedby
FISH,whichispresentedasmergedimagewithDAPI-couterstaining.C,F,1,L;
DAPI-counterstaining.EacharrowindicatestheareaofW-heterochromatin,whichisalso
shownbyatwo-foldenlargedimageineachinset.
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cHcB1が形成するスポ ット(Fig.10A)の分布や形状 と良 く一致 した。Fig.10J,K,Lはク
ロモボックス とクロモシャ ドウ領域に挟まれた内部領域を欠失 した変異体を発現 させ た
時の例 を示 している。第4章で も述べたようにこの変異体 は完全長のCHC:B1と同様に
DAPIのスポ ッ トと一致する領域に高度に集積するが、 このときWヘ テ ロク ロマチンの
形態 も同じく凝縮 したものであった(Fig。10K)。
Fig.10D,E,FはN末端領域を欠失 した変異体を発現 させた細胞の例を示 している。 こ
の変異体は核 内に均一に分布するが、この例ではWヘ テロクロマチンはやや脱凝縮 した
形態を示 している。DAPIによ'る対比染色と比べるとDAPIのスポ ッ トよりも広い範 囲に
wヘ テ ロクロマチンが拡散 していることが分かる。Fig.10G,H,1はクロモボックスの一
部を欠失 した変異体を発現 していう細胞の例を示 している。この変異体 も核内に均一 に
分布す るが、この例ではWヘ テロクロマチンは著 しく脱凝縮 した形態を示 している。 こ
のときWヘ テロクロマチン領域にはDAPIにより強 く染色される部分が失われている。
cDNAconstructStateofW-heterochromatin
CBl1熊
mま011モ_網齢7£4(%)盤 野)1野%)
CB1△3圏20
旧■[===コ[===コ[=======[工=[コ6±355±1139±8
CB1021-40
[]■[===[==コ[======[工==[コ3±357±1040±6
CBIX80-116
[=工====1■■■[=====工工=1=コ56±137±27±2
CB1△117■136
[=工=====[==コ■■【 =工工=]=コ24±349±527±2
Fig.11.SummaryoftheeffectsofCBIanditsdeleted-formson
condensation/decondasationstatesofW-heterochromatin.Condensed(C),
partiallydecondensed(PD)andextensivelydecondensed(ED)statesofW-hetero-
chromatininCEFsproducingCBIoritsdeletedformswerejudgedbyFISH.Morethan
200nuclei,whichshowedstainingofindirectimmunofluorescenceforHA-tagandsignal
ofFISH,simultaneously,wereobserved.Percentagevalueswereaverageoftheresults
oftwoindependenttransfectionexperiments.Ashadedboxindicatesthedeletedregion
ineachconstruct.
一134一
Fig.10B,Kに示 したWヘ テ ロクロマチンの形態 をC(condensed)タイ プ、Eに示 した
形 態 をPD(partiallydecondensed)タイ プ 、Hに 示 した形 態 をED(extens酋ely
decondensed)タイプとし、各変異体を発現 している細胞で、Wヘ テ ロクロマチンの形態
が どのタイプに分 類されるかを調 べた(Fig.11)。その結果、N末端領域あるいはクロモ
ボックスの欠失変異体の発現によりCタイプのWヘ テ ロクロマチンが極端に減少 しPD、
EDタイプの ものが増加 すること、 中間領域の欠失変異体 の場合では完全長のCHCB1
と比べると若干低下するもののCタ イプの形態を示すWヘ テロクロマチンが多 く存在 す
ること、クロモ シャ ドウ領域 の欠失変異体の発現はCタ イプのWヘ テロクロマチンの減
少 を引き起 こすが そ の程度 はそれ ほど高 くない ことが観察 され た。以上 の結果は
CHCB1がWヘテ ロクロマチ ンの凝縮 に重要な役割を果た していること、その際 に特 に
N末端領域 とクロモボックス部分が機能 ドメインとして重要であることを示唆 した。
第6章 総合考察
本研究はニ ワ トリクロモボックス蛋白質のcDNAク ローニングを行い、そのWヘ テ ロ
クロマチンの分子構築への関与を解析することを目的 とした。
単離 した2つのcDNAク ローンpCHCB2とpCHCB3はそれぞれHP1ク ラス とPcクラ
スのクロモボ ックス蛋白質をコー ドするものと考え られた。CHCB2のア ミノ酸配列は
マウスのM32と95%とい う極めて高い同一性を示 した。著者の所属す る研究室の日出間
によりすでにcDNAがクローニングされ、本研究で塩基配列を共同で決定 したCHCB1
もマウスのM31およびヒ トのHP1翫βと96%の高い同一性を示 した。 このよ うに異なる
種間での高い保存性は例えば ピス トン蛋白質など、広 く真核細胞に共通す る基本的な細
胞機能を担っている蛋白質で多 く知 られている。著者の所属する研究室の須賀によりW
ヘテロクロマチンの分子構築に関与することが示唆 されたDNAト ポイソメラーゼ1もニ
ワ トリ、マウス、 ヒトで90%以上 の相同性を示す。CHCB1、一2に見 られ る高い保存性
は、これ らの蛋 白質も真核生物の基本的な細胞機能に重要な役割を担っていることを示
唆 している。
一方、Pcクラスのクロモボ ックス蛋白質であるCHCB3の推定ア ミノ酸配列は同じく
PcクラスのマウスM33と全体的な保存性は高 くなかった(Fig.12)。cHcB3、M33の機
能はまだ明 らかにされていないが、M33に関 してはこの遺伝子を欠損させたマ ウスでは
体節形成に異常を示す ことか らシ ョウジ ョウバエのPC同様、体節形成に関与するHOX
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Fig.12.ComparisonofdeducedaminoacidsequencesofCHCB3andM33.
Identicalaminoacidsareindicatedbyverticallines.
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遺伝子群の発現制御に関与 しているもの と推定されている。CHCB3とM33のア ミノ酸
配列の違いは これ らの蛋 白質の標的 遺伝子(Hox遺伝子等)の構造がマウス とニワ トリで
異なることに由来する可能性がある。一方CHCB3のア ミノ酸配列中ク ロモボ ックス と
C末端領域のア ミノ酸配列はシ ョウジ ョウバエ、アフリカツメガエル、マウスで良 く保
存されていた。これはそれぞれの蛋白質の機能発現に関して共通の分子機構が存在 して
いることを示唆 している。シ ョウジ ョウバエではPcはおなじPcグループに属する蛋 白
質(例えばpolyhomeotic;ph)と複合体 を形成することが知 られているが 、マ ウスのM33
もphのマウスホモログであるRae28/mphと複合体を形成することが明らかになっている。
またアフ リカツメガエルのXPcではC末 端領域を介 して他 の蛋白質 と相互作用 し複合体
を形成することが示され、それにより標的遺伝子の転写を抑制することが示唆 されて い
る。CHCB3に関しても、これ らのPcクラスの蛋 白質 と同様に他 のクロマ チン蛋 白質
と相互作用 し特定遺伝子のク ロマチンレベルでの転写制御 を行っていることが予想 され
る。
CHCB1、一2、一3の細胞内局在をGFP融合蛋白質 として検討 したところ、いずれ も核 に
集積 したがそれぞれ特徴的 な局在性 を示 した。CHCB1は核全体 に分 布す るが、特 に
DAPIによるDNA染 色か らヘテ ロクロマチンであると予想され る領域 に高度 に集積 し
た。CHCB2も同様に核全体に分布 したがヘテロクロマ チンへの集積が弱か った。この
結果はそれぞれのマウスのホモ ログであるM31とM32の核内局在の解析結果 と良 く一致
している。
この ような局在 の違 いは2つの蛋白質 の一次構造の違 いに起因す ると考え られ る。
CHCB1とCHCB2のア ミノ酸配列 を比較するとクロモボ ックス、クロモ シャ ドウ領域
で同一性が より高 く(Fig.13.クロモボックス;73%、クロモ シャ ドウ領域;83%)、N末端
領:域、中間領域では若干低い(N末端領域;68%、中間領域;53%)。CHCB1の欠失変異
体 の局在性を調べた ところ、中間領域の欠失はヘテ ロクロマチンへの局在性 に影響を及
ぼさないがN末 端の欠失では局在性が失われた。従ってN末端 領域がCHCB1のヘテ ロ
クロマチンへの局在性を規定 している可能性が高いものと類推することができる。 しか
し、CHCB1の他の欠失変異体の解析 か ら、クロモボ ックスやクロモシャ ドウ領域 もヘ
テ ロクロマチンへの局在性に必須あるいは有効であることが示されてお り、また これ ら
の領域 にもCHCB1とCH:CB2の間でア ミノ酸配列の違いが見 られ ることか ら、N末端
領域 のみをヘテ ロクロマチン局在化領域 と結論付 けることは出来ない。 このような局 在
性の違いは2つの蛋 白質の機能を解析する上で重要な手掛か りを与 えてくれ るもので あ
り、 より詳 しい解析が今後必要 とされ る。
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Fig.13.ComparisonofdeducedaminoacidsequencesofCHCBIand
CHCB2.Identicalaminoacidsareindicatedbyverticallines.Chromobox(underlined)
andchromoshadowdomain(brokenunderlined)ofCHCBlareshown.
CHCB3はCHCB1,一2と異 な り、核内に広 く分布するこ とはなく、高度に集積 したス
ポ ットのみを形成 した。このよ うな核内での限定的なスポ ッ トの形成はマウスM33でも
報告されてお り、またPcに関 しても多糸染色体 を用いた解析ではあるがやは り特定の
染色体部位 に限定 して局在 してい ることが示 され、これはPcがH:ox遺伝子群 を含む特
定の遺伝子の発現制御に働いていることを反映 しているものと考え られている。Pcの
変異体やM33の欠損マウスの解析からこれ らの蛋白質が正常な個体の発生 ・分化に必 要
であることが示 されてお り、CHCB3が局在する領域にどのような遺伝 子が含 まれるの
か興味が持たれ る。
ヘテ ロクロマチンへの局在性が明らかになったCHCB1に 関してWヘ テ ロクロマチン
への局在 を間接蛍光抗体法 とFISHを併用す ることで検討 した。共焦点蛍光顕微鏡 に よ
る観察か らCHCB1がWヘテ ロクロマチンにも集積 していることが確認できた。
また欠失変異体の解析か らWヘ テ ロクロマチンを含 むヘテロクロマチンへの集積 には
中間領域 を除 くすべての領域 が関与 していることが明らか になった。シ ョウジ ョウバ エ
のHP1に関 しては、クロモボックスを含むN末 端領域 とクロモシャ ドウ領域を含むC末
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端領域の大 きく2つに分け、 それぞれ の領域が ともにβヘテロクロマチンへ の局在に関
与 していることが明 らかにされていた。本研究ではこの場 合と比較 してより細か く ドメ
インを設定 し解析を行い、そ の結果N末端領域 にもヘテロクロマチン局在性に関与す る
性質があることをはじめて明 らかにした。
本研究ではCH:CB1のWヘテ ロクロマチ ンの分子構築への関与 を解析するために、ま
ず欠失変異体を一過性に発現させFISHによ りWヘ テ ロクロマチンの形態の変化の有 無
を直接観察した。その結果、N末端領域、クロモボックス、クロモシャ ドウ領域を欠失
した変異体を発現させた場合、より脱凝縮 した形態のWヘ テ ロクロマチンが多 く観察 さ
れ るようにな り、CHCB1がWヘ テロクロマチンの凝縮過程または凝縮状態の維持に関
与 していること、また同時に これ らの領域が重要な機能を果たしていることを示 した。
本研究のこのようなアプローチはクロモボックス蛋 白質以外にも、クロマチンの高次構
造の構築に働 く蛋 白質の解析 に適用す ることが可能である と著者は考えている。ただ し
今回の実験では比較的過剰に発現 させた欠失変異体蛋 白質が内在性 のCHCB1の機能の
みを阻害 し、CHCB2・一3をは じめ他 のクロマチン蛋白質の機能に影響 を激ぼさなかっ
たかど うかを確認することは出来 なかった。 この点に関 しては、CHCB1遺伝子のみを
欠失させるなど、他のアプローチが必要になると考えている。
本研究でCHCB1がWヘテ ロクロマチ ンの凝縮 に影響 を与えることが示されたが、次
にどのよ うな分子機構で機能 してい るかに興味が持 たれる。HP1ク ラスのクロモボ ッ
クス蛋白質に関して、fηvffroの系や酵母細胞内でhomodimerあるいはhomomultimeric
complexを形成 しうることが報告され てお り、このよ うな複合体形成 によりクロマチ ン
の凝縮が行われることが予想 されている。 これ らの実験はヒトまたはマウスのクロモボッ
クス蛋白質 を用いたものであるが、一次構造の高い同一性を考 えるとCHCB1でも同じ
ように複合体を形成 し、クロマチン凝縮に働いているもの と考えられる。また このよ う
な凝縮機構 とともに、CHCB1のク ロマチンへ の結合様式にも興味が持たれる。本研究
の核の分画の実験で示 したようにCHCB1はそ の大部分が クロマチン結合蛋 白質画分に
存在 した。一方、HP1クラス、Pcクラスのクロモボックス蛋白質には、完全 に証明さ
れてはいないがDNA結 合能がない とされてお り、他のクロマチン蛋白質を介 してクロ
マチンに結合しているものと推測されている。
以上の凝縮機構や クロマチンへの結合の過程では蛋 白質問の相互作用が重要な役割 を
果たしてお り、その解析、例えば相互作用に関与する領域 のより細かい特定や、その と
きの相手の蛋白質の同定などが今後 のヘテロクロマチン形 成機構の解明の主要な課題 と
なる。 この課題に対 し、本研究で行ったCHCB1の欠失変異体の解析結果は有用な情報
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を提供するものである。
要約
1)HP1ク ラスのニワ トリクロモボ ックス蛋白質CHCB2のcDNAを ク ローニング
した。CHCB2はマ ウスのM32と95%の同一性を示 した。
2)Pcク ラスのニワ トリクロモボックス蛋 白質CHCB3のcD:NAをクローニング し
た。CHCB3は他のPcク ラスのクロモ ボックス蛋白質 とクロモボックス部 分及
びC末端部分で高い相同性を示 した。
3)ノ ーザンプ ロッ ト解析か らCHCB2遺伝 子、CHCB3遺伝子 ともに、調べた全て
の組織で発現 していた。
4)GFPとの融合蛋白質をCEFsで発現 させ ることにより、いずれの蛋 白質 も核 に局在
する一方で、それぞれの核内で の局在様式が異 なることを示 した。CHCB1は核
全体に分布 し、 さらにヘテ ロク ロマチン上に高度に集積 した・CHCB2も核全体
に分布 したがヘテ ロクロマチン上への集積はCHCB1ほど明確ではなかった。
CHCB3も核内1どスポ ッ トを形成 したがヘテ ロクロマチン領域 とは分布が一致 し
なかった。
5)間 接蛍光抗体法 とFISHを併用することによりCHCB1がWヘテ ロクロマチンにも
局在することを示 した。
6)欠 失変異体の細胞内局在部位の解析 によりCHCB1のヘテロクロマチンへの局在
性にはN末端領域、クロモ ボックス、クロモシャ ドウ領域が必要で あることを示
した。
7)N末 端領域、クロモ ボックス、ク ロモ シャ ドウ領域をそれぞれ欠失 したCHCB1
の変異体を一過性に発現させると脱凝縮 したWヘ テ ロクロマチンの割合が増え る
ことが明らかになった。 これはCHCB1がWヘ テロクロマチンの凝縮に関与 して
いること、 これ らの領域がWヘ テ ロクロマチンの凝縮 に重要な機能を果た して い
ることを示唆 した。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
高等真核生物 のゲノムDNAが 核 内で形成す るダ ロマチ ン構造には分裂 間期で も高度 に凝縮 し,転
写 不活性 で,細 胞周期 のS期 後期 に複製す るヘ テ ロクロマチ ンが含 まれ る。ヘ テ ロクロマチ ンを形成
す るDNA配 列 は高度反復配列であ り,こ の配列が ヌク レオ ソームを基本単位 とす る ク ロマチ ン フ ァ
イバーを形成 し,こ れに さらに多種類 の非 ヒス トンタンパ ク質 が加わ って高度凝縮構 造を形成す るも
の と思われ るが,そ れ らの タンパ ク質の性質,相 互作 用様式,後 期複製に先立つ変動 な どにつ いては
殆 ど明 らか にされていない。本研究 はニ ワ トリのW染 色体(雌 特有 の性染色体)が 形成す る,核 内で
最 も顕著 なヘ テ ロクロマチ ンであるW一ヘ テ ロクロマチ ンをモデル と して,そ の構 築 に ク ロモ ボ ック
スタンパ ク質が如何に関与す るか を解析 した ものであ る。 ク ロモボ ックス タンパ ク質 はク ロモボ ヅク
ス と呼ばれ る約60アミノ酸残基か らな るモチー フを含む一群 のタンパ ク質で,シ ョウジ ョウバエで斑
入 り位 置効果 に正 または不 の影響を与え る遺伝 的変異 の研究か ら見いだ され たが,そ の後哺乳類 に も
関連 タンパ ク質が存在す ることが分かった。 鳥類では まだその存 在は確認 され ていない。
本研 究に よ り,ニ ワ トリか ら3種 類 の クロモボ ヅクス タンパ ク質CHCB1,一2,一3のcDNAクローニ
ングと塩基配 列決定 がな された。 配列 の特徴か らCHCB1,一2はシ ョウ ジ ョウバ エ のHP1タ イ プ,
CHCB3はPcタイプに属す ることが分か った。 これ らの タンパ ク質 とGFP(ク ラゲの蛍 光 タンパ ク
質)と の融合 タ ンパ ク質を発現す るcDNAクローンを構 築 し,そ れ ぞれ を雌 ニ ワ トリ胚 繊維 芽細 胞
(CEF)にリポフ ェクシ ョン法 で導入,発 現 させた ところ,い ずれ も核 に局在す るが,CHCB1のみ
がヘテ ロクロマチ ンに集積す る ことが示 された。同様 にHAタ グ(ウ イル スのヘマ グルチニ ン由来 の
ペプチ ド)とSV40ウイル ス丁抗原の核移行 シグナル を付加 したCHCB1および い くつ か の欠質 変 異
体 を発現す るcDNAクロー ンを作製 してCEFに導入 し,発 現 タンパ ク質 の局在 を抗HA抗 体を用い る
間接蛍光抗体法で,W一 ヘテ ロク ロマチ ンの形 状をW染 色体特異的な反復配列をプ ローブ とす る蛍 光
fπ3伽ハイブ リダイゼーシ ョ・ン(FISH)で調べた。その結果,CHCB1全長を発現 させた場合にはW
一ヘテ ロクロマチ ンを含む ヘテ ロク ロマチ ンに集積 し,W一ヘ テ ロク ロマチ ンは著 しく凝縮 した構 造を
示 したが,CHCB1のN末 の酸性お よび塩基性残基に富む部分あ るいは クロモボ ックスの一 部 を欠 く
変異体 を発現 させ た場合には逆 にW一ヘテ ロク ロマチ ンが著 しい脱凝縮 を示す こ とが分か った。 また,
C末側 の クロモシ ャ ドウ ドメイ ンの一部や ク ロモボ ックス とクロモ シャ ドウ ドメイ ンの間の部位 を欠
質 させた変異体 を発現 させた場 合には この ような顕 著な脱凝縮 は観察 され なか った。著者 は さらに,
CHCBI,CHCB2にそれぞれ特異的な抗体を作製 し,こ れ らの抗原 タンパ ク質が ニワ トリMSB-1細胞
の核内の クロマチ ン画分に局在す ることを示 した。
以上 の ように本研究に よ り,鳥 類 では じめ て3種 類の クロモボ ックスタンパ ク質のcDNAク ローニ
ングがな され,CHCB1カミヘ テロクロマチ ンに集積 し,そ のN末 部位 お よびクロモボ ックス部位がW一
ヘテ ロクロマチ ンの凝縮 に関与す ることが実験的に示 され,ヘ テ ロク ロマチ ンの分子構築 の一端が解
明 され た ことか ら,審 査 員一 同,著 者 は博士(農 学)の 学位 を授与 され るに充分の資格を有す ると判
定 した。
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